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Aktenzeichen A 1189/79 



Vom Osterreichischen Patentamt wird hiemit bestatigt, dafi 

^w' die Pinna IMM0HO Aktiengesellschaf t fur chemisch-medizinische 
Produkte in W i e n XXII., Indus triestraBe 72, 
am 15 # Peber 1979 'um 23 Uhr 59 Minuten eine [ 

Patentanmeldung, betreffend 

11 G e w e b e k l e b s t o f f ». , 

uberreicht hat und dafi die beigeheftete Beschreibung XOTBCX^KDCfc- 

2KHg mit der urspriinglichen, zugleich mit dieser Patentanmeldung 

uberreichten Beschreibung xa^^SricfcraEg vollkommen iibereinstimmt. 




Osterreichisches Patentamt 

Wien, am 3 # JJanner 1980 

Der President : 
LA. 



KanzleiratWITTMANN. 
Fachoberinspektor 
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AT PATENTS CHRIFT 



(73) Patentinhaber: 



IMMUNO Aktiengesellschaft fur 
chemisch-medizinische Produkte 
in V/fen 



@ Gegenstand: 



Gewebeklebstof f 



© Zusatz zu Patent Nr. 

@ Ausscheidung aus: 

)® Angenusldet am: 

@ Ausstellungspnoritat: 



@@© Unionsprioritat: 



@ Beginn der Patentdauer: 
Langste mogliche Dauer: 
© . Ausgcgeben am: 

(72) Erfindcr: 



@) Abhangigkeit: 



(56) Drucksdiriften, die zur Abgrenzung vom Stand der Technik in Betracht gczogen wurden: 



Gewebeklebstof f 



Die Erfindung betrifft einen Gewebeklebstof f auf Basis 
von menschlichen oder tierischen Proteinen, enthaltend 
Fibrinogen und Faktor XIII.. 

Es ist seit langem bekannt, Blutgerinnungssubstanzen zur 
Stillung von Blutungen bzw. fur Wundversiegelungen heran- 
ziiziehen. Nach den ersten derartigen Vorschlagen wurden 
Fibrintampons bzw. Fibrinplattchen verwendet. Wahrend des 
Ersten Weltkrieges wurden Gewebeklebungen mit Hilfe von 
Blutplasma vorgeschlagen . 

In letzter Zeit wurde.von H. Matras u.a. in der "Wiener 
Medizinischen Wochenschrif t" / . 1 972 , Seite 517, ein Ge- 
webeklebstof f auf Basis von Fibrinogen und Faktor XIII 
zur nahtlosen interf aszikularen Nerventransplantation im 
Tierexperiment beschrieben. 

Eine weitere Studie stanumt von Spangler u.a. in der "Wie- 
ner Klinischen Wochenschrif t" , 1973, Seiten 1 bis 7. Auch 
hier wurde in Tierversuchen die Moglichkeit aufgezeigt, 
mit Hilfe von Fibrinogen als Kryoprazipitat und Thrombin 
eine Gewebeklebung vorzunehmen. 

Die bekannten Praparate haben sich noch nicht als zu- 




friedenstellend erwiesen, weil sie die an einen Gewebe- 
klebstoff zu stellenden Forderungen, welche die folgenden 
sind: ^ 

a) hohe Belastbarkeit der Klebungen bzw. Wuridversiege- 
. 5 lungen sowie sichere und anhaltende Blutstillung , 

d.h. gute Haftf ahigkeit des Klebers an den Wund- bzw. 
Gewebsf lachen, sowie hohe innere Festigkeit desselben, 

b) regelbare Haltbarkeit der Klebungen im Korper 

c) vollkommene Resorbierbarkeit des Klebstof f'es im Ver- 
10 lauf des Wundheilungsprozesses 

d) wundheilungsfordernde. Eigenschaf ten,. 

noch nicht in ausreichendem MaBe erfiillen. Dies mag teil- 
weise darauf zuriickzuf iihren sein, daB die fur die Blut- 
stillung notwendigen Gerinnungsf aktoren in den bekanhten 
1 5 Praparaten nicht in einem optimalen Verhaltnis zueinander 
vorhanden waren und auch darari, daB die f ibrinolytische 
Aktivitat im Klebebereich nur ungenugend beherrscht wurde. 
Es kam haufig durch enzymatische Eiriwirkung zu einer vor- 
zeitigen Auflosung der Gewebeklebungen » 

20 

Die Erfindung bezweckt die Vermeidung dieser Nachteile 
und Schwierigkeiten und stellt sich die Aufgabe, einen 
lyophilisierten Gewebeklebstof f menschlichen oder tie- 
rischen Ursprungs zu schaffen, der die eingangs aufge- 
25 stellten Voraussetzungen erfiillt und in lyophilisierter 
Form vorliegt, wonach wegen der langeren Haltbarkeit und 
besseren . Transport- bzw. Lagerf ahigkeit ein Bediirfnis 
besteht . 

30 Dementsprechend besteht die Erfindung in der Kombination 
der folgenden Merkmale: 

a) daB er mindestens 33 Gew.% Fibrinogen enthalt, . 

b) daB das Verhaltnis des Faktors XIII zu Fibrinogen, 
ausgedruckt in Einheiten des Faktors XIII pro Gramm Fi- 

35 brinogen/. mindestens 80 betragt, 

c) daB im Gesamtprotein Fibrinogen und Albumin in ei- 



. nem Verhaltnis von 33 bis 90 : 5 bis 40 enthalten 
sind, 

d) daB er einen Gehalt an Plasminogen-Aktivator-Inhibi- 
tor Oder Plasmin-Inhibitor, vorzugsweise Aprotinin, in 

5 einer Meng[e von 250 bis 25.000 KIE pro g Fibrinogen ent- 
halt , 

e) daB das Praparat lyophilisiert ist. 

Nach einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm enthalt der Ge- 
10 webeklebstof f zusatzlich Glycin, wodurch die Wiederauf- 

losbarkeit des lyophilisierten Produktes verbessert wird. 

Weiters kann der Gewebeklebstof f zusatzlich Glucose oder. 
Saccharose enthalten, welche Komponenten ebenfalls die 
15 Auf losbarkeit fordern. 

Der Gewebeklebstof f kann weiters 0,2 bis 200 IE Heparin 
pro g Fibrinogen enthalten, wodurch eine stabilisierende 
Wirkung erreicht wird. 

20 

Der Gewebeklebstof f gemaB der Erfindung besitzt charak- 
teristische Vernetzbarkeitseigenschaf ten nach der Auf— 
1 losung, welche nach der SDS-Polyacrylamid^Gelelektropho- 
rese-Methode bestimmbar sind.. Der Test. .wird d.erart durch- 

.25 gefuhrt, daB nach dem Vermischen' des Gewebeklebstof fes 

mit dem gleichen Volumen einer Losung, enthaltend 40 jaMol 
CaCl 2 und 15 NIH-Einheiten (US International Institute 
of Health-Einheiten) Thrombin pro ml, die Mischung bei 
37°C inkubiert wird. Der Vernetzungsgrad wird nach Stoppen 

30 der Reaktion und reduktiver Spaltung der in den Proteinen 
enthaltenen Disulf idbrucken durch Zugabe eines Gemisches 
von Harnstoff , Natriumdodecylsulf at und y#-Mercaoptoathanol 
durch Gelelektrophorese bestimmt. Charakteristisch fur 
den erf indungsgemaBen Gewebeklebstof f ist eine voll- 

35 standige Vernetzung der Fibrin-y-Ketten nach 3 bis 5 Mi- 

nuten und eine mindestens 35 %ige- Vernetzung der Fibrin-oC- 
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Ketten nach 2 Stunden.. 

. Fibrinogen, Albumin und kalteunlosliches Globulin im Ge- 
samtprotein sollen im erf indungsgemaBen Gewebeklebstof f 
5 in einem bestimmten Verhaltnis stehen; dieses Verhaltnis 
betragt 33 bis 90 : 5 bis. 40 : 0,2 bis 15. 

Die Erf indung umf aBt des weiteren ein Verf ahren zur Her- 
stellung des beschriebenen Gewebeklebstof fes , ausgehend 

10 yon Plasmakryoprazipitat , welches dadurch gekennzeichnet 
. ist, daB aus/dem Kryoprazipitat durch ein- oder mehrfache 
Behandlung mit einer Puffer losung , welche Natriumcitrat , 
Natriumchlorid, Glycin, Glucose und einen Plasminogen- 
Aktivator-Inhibitor oder Plasmin-Inhibitor und Heparin 

15 enthalt /. kaltelosliches Plasmaprotein entfernt, der ge- 
reinigte Niederschlag gelost, Humanalbumin zugesetzt und 
die Losung lyophilisiert wird. 

Vorteilhaft wird das Kryoprazipitat aus humanem oder 
20 tierischem Frischplasma hergestel.lt/ welches bei -20°C 

eingefroren wurde. Bei Erhohung der Temperatur auf 0 bis 
2°C wird das Kryoprazipitat gewonnen und durch Zentri- 
fugieren abgetrennt. Der Niederschlag wird durch ein- 
. oder mehrmalige Elution mit der Puf f erlosung , die einen 
25 pH-Wert von 6 bis 8,0 aufweist, eluiert und bei 0 bis 

4°C zentrifugiert, urn das kaltelosliche Plasmaprotein zu 
entfernen. Die Behandlung . mit der Puff erlosung wird bis 
zum Erreichen des gewiinschten Faktor XIII - Fibrinogen - 
Verhaltnisses durchgef tihrt . 

30 

Der gereinigte Niederschlag wird mit einer weiteren 
Puf f erlosung, die Humanalbumin, Glycin und gegebenenf alls 
Glucose oder Saccharose sowie den Plasminogen-Aktivator- 
. Inhibitor oder Plasmin-Inhibitor sowie Heparin enthalt 
35 und einen pH-Wert von 6,5 bis 9,0 aufweist, gewaschen 

und auf eine Proteinkpnzentration von 4,0 bis 9,0 % ver- 
diinnt. Die Losung wird bis zu einer PorengroBe von 0,2 



filtriert, in die Endbehalter abgeflillt und lyophili- 
siert. . 



Der so erhaltene lyophilisierte Gewebekleber kann bei 
5 Zimmer temper atur oder vorzugsweise bei +4°C gelagert- 

werden; er ist nach Rekonstitution mit Aqua ad iniecta- 
bilia, dem wahlweise ein Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 
oder Plasmin-Inhibitor , vorzugsweise Aprotinin, beige- 
fligt werden kann, gebrauchsf er tig. Bei* der Auflosung 
10 des lyophilisierten Praparates ist darauf zu achten, da3 
die gebrauchsf ertige Losung mindestens 70 mg Fibrinogen 
pro ml enthalt. 

Der Gewebeklebstof f gemafi der Eriindung weist eine uni- 
15 verselle Anwendbarkeit auf. Er kann zum nahtloseri Ver- 
binden von menschlichen oder tierischen Gewebe- oder 
Organteilen, zur Wundversiegelung und Blutstillung sowie 
zur Forderung von Wundheilungen verwendet werden'. 

20 Bevorzugte Anwendungsgebiete fur den erf indungsgemaBen 

Gewebeklebstof f , auf welchen der erf indungsgemaiBe Gewebe- 
klebstof f erfolgreich angewendet werden kann, sind: 
Indikationen im Bereich der Hals-, Nasen-, Ohren- und 
Kief erchirurgie , Zahnheilkunde , Neurochirurgie , plastischen 

25 Chirurgie, allgemeinoi Chirurgie , Abdominalchirurgie , 

Thorax- und Gef aBchirurgie , Orthopadie, Unf allchirurgie , 
Urologie, Ophthamologie und Gynakologie; 

Vorteilhaft wird vor der Applikation . des erf indungsge- 
30 mafien Gewebeklebstof fes auf das zu verbindende Gewebe 

eine Mischung von Thrombin und Calciumchlorid dem Kleb- 
stoff zugefiigt oder auf das Gewebe aufgebracht. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren wird durch das folgende 
35 Beispiel naher erlautert: 



21 1 huinanes, bei -20°C eingef rorenes Frischplasma wurden 
auf +2°C erwarmt. Das entstandene Kryoprazipitat (435 g) 
wurde bei +2°C durch Zentrif ugieren abgetrennt und bei 
" +2°C mit 4,3 1 einer Puffer losung vom.pH-Wert 6., 5, die 
5 6,6 g-Na 3 -Citrat.2H 2 0, 3,4 g NaCl, 10,0 g Glycin, 13,0 g 
Glucose. 1H 2 0, 50.000 KIE Aprotinin- und 200 IE Heparin pro 
1 enthielt, behandelt und no.chmals bei +2°C zentrif ugiert. 
Der abgetrennte Niederschlag wurde in einer weiteren 
Pufferlosung vom pH-Wert 7,9, welche 35,0' g Humanalbumin, 
10 20,0 g Glycin, 50.000 KIE Aprotinin und 200 IE Heparin 
pro 1 enthielt, gelost und auf eine Konzentration von 
70 mg Protein pro ml verdiinnt. 

Sodann wurde die Losung uber Membranf ilter bis zu einer 
15 PorengroBe von 0,2 ji sterilf iltriert , zu je 2,2 ml in End- 
behalter abgefiillt, tiefgefroren und lyophilisiert . Nach 
Rekonstitution des lyophilisierten Produktes auf eine 
Fibrinogenkonzentration von 90 mg/ml zeigte das; gebrauchs- 
fertige Gewebeklebstof f praparat im Verrietzungstest eine 
20 vollstandige Fibrin-^-Vernetzung nach 5 Minuten und eine 
66 %ige Fibrin-(X,-Vernetzung nach 2 Stunden bei 37°C. 

Das Verhaltnis der im Gewebeklebstof f enthaltenen Proteine 
Fibrinogen zu Albumin zu kalteunloslichem Globulin wurde 

25 mit 64,0 : 22,3 : 7,7 f estgestellt . Der Heparingehalt be- 
trug 4,5 IE pro g Fibrinogen. Aprotinin. war in einer Kon- 
zentration von 1133 KIE pro g Fibrinogen enthalten. Der 
Gehalt an Faktor XIII war 161 Einheiten pro g Fibrinogen. 
Der Gehalt an Gesamtprotein im lyophilisierten Praparat 

30 betrug 72,2 %, der Gehalt an Fibrinogen im lyophilisierten 
Praparat 46,2 %. 

Die. Bestimmungen erfolgten in folgender Weise: Die Be- 
stimmung der Faktor XIII-Einheiten erfolgte mittels ei- 
35 . nes Vernetzungstests , bei dem Faktor XHI-freies Fibrino- 
gen als Substrat verwepdet und die durch die Zugabe der 



unbekannten verdiinnten Probe bewirkte Fibrinvernetzung 
als Ma£ fur den darin enthaltenen Faktor XIII-Gehalt 
diente. Eine entsprechende Eichkurve wurde mit gepooltem 
humanem Citratplasma erhalten, wobei per definitionen 
.5 1 ml Plasma 1 Einheit Faktor XIII enthalt. Die quanti- . 

tativeh Proteinbestimmungen erfolgten mittels der Methode 
nach Kjeldahl. 

Die Bestimmung der Proteine relativ zueinander erfolgte 
10 ebenfalls mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese- 
Methode, u. zw. a) einer nicht reduzierten . und b) einer 
mit /3-Mercaptoathanol reduzierten Probe des Gewebeklebers . 
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Patentanspruche : 

■ 1 . Gewebeklebstof f auf Basis von menschlichen oder 

tierischen Proteinen, enthaltend Fibrinogen und Faktor 
5 XIII, gekennzeichnet durch die Kombination, der folgenden 
Merkmale: * • 

a) dafi er mindestens 33 Gew.% Fibrinogen* enthalt , 

b) daB das Verhaltnis des Faktor s XIII zu Fibrinogen, 
ausgedriickt in. Einheiten des Faktors XIII pro Gramm Fi- 

10 brinogen, mindestens 80 betragt, 

c) daB im Gesamtprotein Fibrinogen und Albumin in ei- 

nem Verhaltnis von 33 bis 90 : 5 bis 40 enthalten sind, 

d) daB er einen Gehalt an Plasminogen-Aktivator-Inhi- 
bitor oder Plasmin-Inhibitor , vorzugsweise Aprotinin, 

15 in einer Menge von 250 bis 25.000 KIE pro g Fibrinogen 
enthalt, 

e) daB das Praparat lyophilisiert ist. 

2, Gewebeklebstof f nach Anspruch 1 , dadurch gekenn- 
20 zeichnet, daB er zusatzlich Glycin enthalt.. 

3. Gewebeklebstof.f nach den Anspriichen 1 oder 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB er zusatzlich Glucose oder 
Saccharose enthalt . 

-25 

.4. Gewebeklebstof f nach den Anspriichen .1 bis 3, da- 

durch gekennzeichnet, daB er 0,2 bis 200 IE Heparin pro 
g Fibrinogen enthalt. 

30 5. Gewebeklebstof f nach den Anspriichen 1 bis 4, ge- 

kennzeichnet durch eine vollstandige Vernetzbarkeit der 
Fibrin-j<*-Ketten durch Inkubation nach 3 bis 5 Minuten 
und eine mindestens 35 %ige Vernetzbarkeit der Fibrin-<e- 
Ketten nach zweistundiger Inkubation, bestimmt nach der 

35 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-Methode , nach Auf- 
losung des lyophilisierten Praparates. 



6. Gewebeklebstof f nach den Ansprlichen 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Verhaltnis von Fibrinogen 
zu Albumin zu kalteunloslichem Globulin im Gesamtprotein 
33 bis 90 : 5 bis 40 : 0,2 bis 15 betragt. 

5 

7. Verfahren zur Herstellung* eiries Gewebeklebstof fes 
nach den Ahspruchen 1 bis 6 aus Plasmakryoprazipitat , 
dadurch gekennzeichnet, daB aus dem Kryoprazipitat durch 
ein- oder mehrfache. Behandlung mit einer Puf f er losung , 

10 welche Natriumcitrat , Natriumchlorid , Glycin, Glucose 

und einen Plasminogen-Aktivator-Inhibitor oder Plasmin- 
Inhibitor und Heparin enthalt, kaltelosliches Plasmapro- 
tein entfernt, der gereinigte Niederschlag gelost , Human- 
albumir* ^ugesetzt und die Losung lyophilisiert wird. 

15 

3. Anwendung des Gewebeklebstof fes nach. den An- 

spruchen 1 bis 7 zum nahtlosen Verbinden . von menschlichen 
oder tierischen Gewebe- oder Organteilen, zur Wundversiege- 
lung und Blutstillung. sowie. zur F5rderung von Wundheilungen . 

20 

9. Anwendung des Gewebeklebstof fes nach Anspruch 8 

mit der MaBgabe, daB vor seiner Applikation auf das zu 
verbindende Gewebe eirie. Mischung von Thrombin und Cal- 
ciumchlorid dem Klebstoff zugefugt oder auf das Gewebe 
25 aufgebracht wird. 



IMMUNO 

Aktiengesellschaf t fur chemisch- 
medizinische Produkte 



durch: 

Wien, den .^.^ 
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